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Zaradi množične uporabe protibakterijskih učinkovin se je pojavila odpornost bakterij proti 
protibakterijskim učinkovinam, ki z leti dobiva vse večje razsežnosti. Bakterijska DNA-
giraza in topoizomeraza IV sta encima, ki uravnavata topologijo DNA pri njenem 
podvajanju. Oba encima imata podobno strukturo, zato lahko z isto učinkovino zaviramo 
oba encima hkrati in na ta način dosežemo protibakterijsko delovanje. V primeru takšnih 
učinkovin se razvoj odpornosti bakterij zaradi mutacij tarče upočasni.  
Siderofori so molekule, ki vežejo železo v okolju in ga prenesejo v bakterijsko celico. Ta 
sistem privzema lahko zlorabimo s strategijo trojanskega konja, in sicer tako, da bakterija 
privzame siderofor, na katerega je vezana protibakterijska učinkovina. Na ta način lahko 
povečamo privzem učinkovine v bakterijo. 
Naš cilj je bil sinteza novih potencialnih zaviralcev DNA-giraze B, in sicer konjugatov 
zaviralcev encima z mimetiki sideroforov. Slednje smo v več stopnjah sintetizirali iz 
kojične kisline, kot zaviralce DNA-giraze B pa smo uporabili derivate 
benzotiazolpirolamida. Za spremljanje poteka reakcij in identifikacijo spojin smo 
uporabljali kromatografske in spektroskopske metode. 
Poleg znanega zaviralca DNA-giraze smo želeli pripraviti tudi novega, vendar smo imeli 
težave pri uvedbi hidroksilne skupine na benzotiazolni obroč. Konjugacija zaviralca s 
sideroforom je bila uspešna in tako smo pridobili končni spojini 21 in 22. Določili so jima 
zaviralno aktivnost na rekombinantni DNA-girazi ter aktivnost proti po Gramu pozitivnim 
in negativnim bakterijam. Nobena od pripravljenih spojin ni dosegla želenega 
protibakterijskega delovanja. Na rekombinanti DNA-girazi sta dosegli zaviralno aktivnost 
v mikromolarnem območju, želeli pa smo doseči nanomolarno območje. Vzrok za nizko 
aktivnost je najverjetneje v tem, da siderofora končnih spojin v primerjavi s podobnimi 
predhodno sintetiziranimi spojinami, ki imajo večjo aktivnost, tvorita šibkejše vezi s tarčo. 
 
Izsledki magistrske naloge pomembno prispevajo k nadaljnjemu razvoju potencialnih 
protibakterijskih učinkovin z uporabo strategije trojanskega konja, s katero želimo povečati 






Due to the extensive use of antibacterial agents bacterial resistance to antibiotics has 
emerged, which has over the years become a serious health threat. Bacterial DNA gyrase 
and topoisomerase IV are enzymes that regulate the topology of DNA during its 
replication. Both enzymes have a similar structure, which offers the possiblity of dual-
targeting with one antibacterial drug. In this way, the development of bacterial resistance 
due to target mutations against such an agent slows down.  
Siderophores are molecules that bind iron in the environment and transfer it to a bacterial 
cell. This system of iron uptake can be abused by the Trojan horse strategy in such a way 
that the bacteria uptake the siderofor-antibacterial agent conjugate. In this way, we can 
increase the uptake of the active substance into the bacterium. 
Our goal was to synthesise new DNA-gyrase inhibitors and their conjugates with 
siderophore mimetics. The latter were prepared from the kojic acid in several reaction 
steps, and the benzotiazolpyrrolamide derivatives were used as inhibitors of DNA gyrase 
B. Chromatographic and spectroscopic methods were used to monitor the course of the 
reactions and identify the compounds. 
In addition to the known DNA-gyrase inhibitor, we also wanted to prepare a novel 
inhibitor, but the synthesis of 5-hydroxy substituted benzothiazole ring failed. The 
conjugation of the siderophore mimetic to the known DNA gyrase inhibitor was successful 
and final compounds 21 and 22 were obtained. The inhibitory activity on recombinant 
DNA-gyrase and activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria were 
determined, but unfortunately, none of the prepared compounds achieved the desired 
antibacterial activity. On DNA recombinants, the inhibitory activity in the micromolar 
range was achieved, but we wanted to achieve a nanomolar range. The cause of low 
activity is most likely that the siderophores of the final compounds, in comparison with 
similar previously synthesized compounds having a higher activity, create weaker bonds to 
the target. 
The results of the master's thesis make a significant contribution to the further development 
of potential antibacterial agents using the Trojan horse strategy, which aims to increase the 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ATP – adenozin-5'-trifosfat 
BOC – terc-butoksikarbonil 
DKM – diklorometan 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
DMF – N,N-dimetilformamid 
EDC – 3-(((etilimino)metilen)amino)-N,N-dimetilpropan-1-amonijev klorid 
EtOAc – etilacetat 
GyrA – podenota A DNA-giraze 
GyrB – podenota B DNA-giraze 
HOBt – 1-hidroksibenzotriazol hidrat 
HRMS – masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. high resolution mass spectrometry) 
MeOH – metanol 
NMM – N-metilmorfolin 
NMR – jedrska magnetna resonanca 
Mr – molekulska masa 
ParC – podenota C topoizomeraze IV  
ParE – podenota E topoizomeraze IV 
PMB – para-metoksibenzil 
Rf – retencijski faktor 
THF – tetrahidrofuran  




1.1 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI PROTIBAKTERIJSKIM 
UČINKOVINAM 
Pojav in naraščajoča prevalenca patogenih bakterij, odpornih proti večini protibakterijskih 
zdravilnih učinkovin v klinični uporabi, vzbujata skrb za zdravljenje bakterijskih okužb v 
prihodnosti. Razvoj odpornosti bakterij proti protibakterijskim učinkovinam je neizogiben 
proces, ki ga je spodbudila množična uporaba protibakterijskih učinkovin v zdravstvu in 
veterini. Če se stanje ne bo spremenilo, lahko vstopimo v postantibiotično dobo, v kateri 
bodo bakterijske infekcije spet lahko smrtonosne (1). 
Evolucijo sevov, odpornih proti protibakterijskim učinkovinam, je pospešilo tudi 
pomanjkanje novih razredov klinično uporabnih protibakterijskih učinkovin v zadnjih 
desetletjih. Razvoj protibakterijskega zdravila traja približno 15 let in je povezan z zelo 
visokimi stroški. Poleg tega razvoj teh zdravil za farmacevtska podjetja ni zelo 
dobičkonosen, saj so namenjena kratkotrajnemu zdravljenju. Zaradi vseh teh razlogov se je 
pokazala velika potreba po novih generacijah protibakterijskih učinkovin z delovanjem na 
nove tarče in novih strategijah za izboljšanje učinkovitosti že obstoječih učinkovin (2, 3). 
Protibakterijska učinkovina zavira rast bakterij (bakteriostatično delovanje) ali jih ubije 
(baktericidno delovanje), kadar sta izpolnjena dva pogoja: učinkovina mora prepoznati 
svojo tarčo in koncentracija učinkovine na mestu delovanja (tarči) mora biti dovolj visoka, 
da lahko zavira njeno delovanje. Vsi mehanizmi odpornosti temeljijo na spremembi tarče 
ali zmanjševanju koncentracije protibakterijske učinkovine na mestu delovanja (4). 
Bakterija ima lahko prirojeno ali pridobljeno odpornost proti enemu ali več razredom 
protibakterijskih učinkovin. Odpornost lahko pridobi na več načinov: z mutacijami v genih 
(kromosomska mutacija), kar vodi v navzkrižno odpornost, ali s prenosom genov z ene 
bakterije na drugo – preko plazmidov, s prenosom proste DNA ali preko virusov. Potem, 
ko bakterija pridobi gene za odpornost, lahko uporabi različne biokemijske mehanizme: 
zmanjšan privzem učinkovine, razgradnja učinkovine, iztočne črpalke in sprememba 




Slika 1: Mehanizmi odpornosti bakterij proti protibakterijskim učinkovinam (prirejeno po 
6). 
Danes predstavljajo grožnjo za javno zdravje predvsem bakterije, odporne proti več 
protibakterijskim učinkovinam, ki jih na kratko imenujemo patogeni iz skupine ESKAPE. 
To so Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter spp. Proti njim 
pospešeno razvijajo nove protibakterijske učinkovine zaradi slabe učinkovitosti terapije, ki 
je na voljo (7). 
1.2 DNA-GIRAZA 
Topoizomeraze so encimi, ki uravnavajo topologijo DNA, s tem da prekinjajo, sproščajo, 
omogočajo prehod in združujejo verigi DNA v celici. Ti encimi imajo pomembno vlogo 
pri podvojevanju DNA. Glede na mehanizem delovanja jih ločimo na topoizomeraze I in 
topoizomeraze II (8). 
Topoizomeraze sodelujejo pri uvajanju dodatnega zvitja in pri odvijanju DNA. Problem 
zvitja DNA se pojavi zaradi prepletanja verig v dvovijačni DNA. Med podvajanjem in 
prepisovanjem DNA se namreč pred replikacijskimi vilicami le-ta dodatno zvija. Če se 
verigi DNA ne bi odvijali, bi torzijska napetost onemogočila delovanje DNA ali RNA 
polimeraze. Da preprečijo in popravijo tovrstne topološke probleme, ki se pojavijo zaradi 
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strukture dvojne vijačnice, se topoizomeraze vežejo na DNA in prekinejo eno ali obe 
verigi. Na ta način omogočijo, da se DNA odvije v manj napeto obliko, na koncu pa se 
prekinjeni verigi ponovno združita (8, 9).  
Topoizomeraze delimo na topoizomeraze tipa I, ki prekinejo eno verigo dvovijačne DNA, 
in topoizomeraze tipa II, ki prekinejo obe verigi dvovijačne DNA, čemur sledi prehod 
neprekinjene verige DNA skozi prekinjen del, nato pa encim ponovno združi prekinjeni 
verigi DNA. Topoizomeraze tipa II za svoje delovanje potrebujejo hidrolizo ATP. Delimo 
jih na topoizomeraze tipa IIA in topoizomeraze tipa IIB. Bakterijska DNA-giraza in 
topoizomeraza IV spadata med topoizomeraze tipa IIA (8, 9). 
DNA-giraza in topoizomeraza IV imata podobno strukturo kot ostale topoizomeraze tipa 
IIA. Vsi encimi iz te družine katalizirajo spremembo topologije DNA s prehodom verige, s 
pomočjo koordiniranega odpiranja in zapiranja treh vrat (N-vrata, DNA-vrata in C-vrata) 
(Slika 2). DNA-giraza se nahaja v bakterijah, rastlinah in arhejah, v katerih ima vlogo, da 
odstrani torzijsko napetost pred replikacijskimi vilicami. Ker ljudje tega encima nimamo, 
je zelo pomembna tarča učinkovin za zdravljenje bakterijskih in parazitskih okužb (10). 
Čeprav vse topoizomeraze tipa II za učinkovito sprostitev zavojev potrebujejo hidrolizo 
ATP, je DNA-giraza edina sposobna sklopiti energijo, pridobljeno s hidrolizo ATP, z 
uvajanjem dodatnih negativnih zavojev v plazmidni DNA (8). 
1.2.1 Struktura DNA-giraze 
DNA giraza je sestavljena iz dveh podenot, GyrA in GyrB, ki tvorita heterotetramer, ki je 
aktivni del encima. GyrA ima N-končno domeno (NTD), in C-končno domeno. GyrB ima 
N-končno ATP-azno domeno iz družine GHKL (GyrB-Hsp90-histidin/serin protein 
Kinate-MutL), pretvorno domeno in C-končno domeno TOPRIM (angl. topoisomerase 
primase) (Slika 2). Vloga GyrA je vezava in prekinitev verige DNA, medtem ko je vloga 
GyrB vezava in hidroliza ATP (8, 10, 11). 
Topoizomeraza IV ima podobno strukturo: podenota ParC ustreza strukturi podenote GyrA 
in obe sodelujeta pri vezavi DNA, podenota ParE pa ustreza strukturi podenote GyrB in 
obe vsebujeta ATPazno domeno. Topoizomeraze IV primarno razdružujejo dimere 
kromosomov na koncu podvajanja DNA (8). 
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Strukturna podobnost teh dveh encimov predstavlja priložnost, da z isto 
učinkovino/zaviralcem ciljamo na dve različni tarčni mesti v večini bakterij, kar lahko 
upočasni razvoj odpornosti bakterij proti takšni učinkovini, saj obstaja le majhna možnost 
za sočasno mutacijo na genih za obe tarči. Zato sta DNA-giraza in topoizomeraza IV 
zanimivi tarči za razvoj novih protibakterijskih učinkovin (12). 
 
Slika 2: Struktura DNA-giraze (prirejeno po 11). 
1.3 ZAVIRALCI DNA-GIRAZE 
Obstajata dva glavna mehanizma, s katerima protibakterijske učinkovine delujejo na DNA-
girazo in topoizomerazo IV. Prvi je stabilizacija kovalentnega kompleksa encim-DNA, kar 
je tipičen mehanizem delovanja za fluorokinolonske učinkovine. Resni neželeni učinki in 
čedalje večja odpornost bakterij so spodbudili odkrivanje novih učinkovin, ki imajo za 
tarčo različna vezavna mesta na DNA-girazi. Drugi možni mehanizem delovanja 
učinkovin, ki delujejo na DNA-girazo in topoizomerazo IV, vključuje zaviranje vezave 
molekule ATP na podenoti GyrB in ParE. V zadnjih desetletjih so identificirali več novih 
kemijskih struktur, ki delujejo kot zaviralci GyrB in/ali ParE. To so aminokumarini, 
piridiluree, pirimidinoindoli, pirolopirimidini, benzimidazoluree, pirolamidi,  
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pirazolopiridoni in drugi. Čeprav so nekateri novi zaviralci prišli do faze 1 kliničnih 
testiranj, trenutno nobeden od njih ni uporaben v klinični praksi (13). 
1.3.1 Naravni zaviralci DNA-giraze B 
Novobiocin (Slika 3), naravni produkt aminokumarinskega tipa zaviralcev DNA-giraze in 
topoizomeraze IV, ki so ga odkrili v petdesetih letih prejšnjega stoletja, ima za tarčo 
vezavno mesto za ATP podenot GyrB in ParE. Je edini zaviralec GyrB, ki se je uporabljal 
v klinični praksi, vendar so ga kljub dobremu farmakokinetičnemu profilu umaknili s 
tržišča, predvsem zaradi njegove toksičnosti in hitrega razvoja odpornosti. Kumermicin A1 
in klorobiocin (Slika 3) sta druga dva naravna aminokumarinska produkta, ki sta pokazala 
dobro zaviralno aktivnost proti GyrB, ampak zaradi neželenih učinkov nista dosegla 
klinične uporabe. Številne raziskave za razvoj izboljšanih analogov novobiocina so bile 
neuspešne, predvsem zaradi slabih farmakokinetičnih lastnosti in pomanjkanja zaviralne 
aktivnosti na encimu ali še pogosteje protibakterijskega delovanja (11, 14). 
 
Slika 3: Strukturi novobiocina in klorobiocina, naravnih zaviralcev DNA-giraze B 
(prirejeno po 14). 
1.3.2 Pirolamidni zaviralci DNA-giraze B 
Na osnovi morskih alkaloidov klatrodina, oroidina in himenidina (Slika 4), izoliranih iz 
spužev iz rodu Agelas, so raziskovalci na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo 
načrtovali in sintetizirali več njihovih analogov. Dokazali so, da nekateri zavirajo 
delovanje napetostno odvisnih natrijevih kanalov, delujejo protimikrobno, zavirajo tvorbo 
bakterijskega biofilma in inducirajo apoptozo v HepG2 in THP-1 celičnih linijah. Nekatere 
od teh spojin vsebujejo z bromom substituiran pirolamid in so tako strukturno podobne 
nedavno odkritim pirolamidnim zaviralcem GyrB. Zato so nekaj od teh analogov morskih 
alkaloidov testirali v testu zaviranja DNA-giraze iz E. coli in odkrili zaviralce, ki delujejo v 




Slika 4: a) Pirolamidni zaviralci GyrB in b) 2-aminoimidazolni morski alkaloidi klatrodin, 
himenidin in oroidin s pirolamidom - označeno rdeče (prirejeno po 14). 
Z rentgensko kristalografijo so določili strukturo zaviralca s 4,5-dibromopirolamidom v 
kompleksu z DNA-girazo B iz E. coli in na ta način potrdili predviden mehanizem vezave 
zaviralca v vezavno mesto za ATP DNA-giraze. Pirolamidni strukturni element je zavzel 
enak vezavni žep v vezavnem mestu za ATP kot drugi pirolamidni zaviralci DNA-giraze, 
kot sta naravni protibakterijski učinkovini klorobiocin in kibdelomicin in nekateri sintezno 
pridobljeni zaviralci (15, 16). 
Več kristalnih struktur kompleksov GyrB-zaviralec je pokazalo, da se zaviralci podobno 
vežejo v vezavno mesto za ATP. Delno posnemajo vezavo ATP, tako da tvorijo vodikove 
vezi z Asp73 (številčenje po GyrB iz E. coli) in s strukturno ohranjeno molekulo vode – 
oba elementa sta v stiku z adeninom iz molekule ATP (Slika 5). Zaviralci zato navadno 
vsebujejo akceptor in donor vodikove vezi, ki sta na sosednjih mestih. Skupne značilnosti 
zaviralcev so tudi dodatne funkcionalne skupine, ki tvorijo interakcije s stransko verigo 
Arg136 in/ali Arg76 (17). 
 
4,5-Dibromo-1H-pirol-2-karboksamidni del spojine se veže v hidrofobni žep in tvori 
vodikove vezi s stransko verigo Asp73 in s strukturno ohranjeno molekulo vode (Slika 5). 
Substituenti na pirolnem obroču imajo pomemben učinek na zaviranje encima. Ugotovili 
so, da je hidrofobni značaj substituentov na pirolnem obroču ključnega pomena: spojine z 
4,5-dibromo-1H-pirolom so najmočneje zavirale DNA-girazo iz E. coli, sledila je spojina z 
1H-indolom, najšibkejšo aktivnost pa je imela spojina s 4-bromo-1H-pirolom. Manj aktivni 
so tudi 4,5-dikloropirolamidni analogi. Bromova atoma, vezana na pirol, najverjetneje 
tvorita hidrofobne interakcije v hidrofobnem žepu vezavnega mesta za ATP. Poleg tega 
povečata kislost pirolne aminske skupine in tako povečata jakost vodikove vezi z Asp73. 
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2-Amino skupina na tiazolnem obroču pa je na takem položaju, da lahko funkcionalne 
skupine na tem mestu tvorijo interakcije z Arg76 in/ali Arg136 (17, 18). 
 
Slika 5: a) Shematski prikaz vodikovih vezi med Asp73, strukturno ohranjeno molekulo 
vode in adeninom molekule ATP (levo) ali pirolamidom spojine 1 (desno) v ATP-
vezavnem mestu DNA-giraze B iz E. coli. b) Predviden način vezave spojine 1 (rumene 
paličice) v ATP-vezavnem mestu DNA-giraze B iz E. coli (prirejeno po 18). Vodikove 
vezi so prikazane kot črne črtkane vezi.  
1.4 SIDEROFORI 
Omejena prepustnost zunanje bakterijske membrane je pomemben dejavnik odpornosti 
patogenih bakterij. Ena od strategij za premostitev odpornosti kot posledice zmanjšane 
prepustnosti celične stene je zloraba bakterijskega transportnega sistema. Največ obetajo 
sistemi za transport železa, saj so življenjskega pomena za kužnost in preživetje bakterije v 
okuženem gostitelju, kjer je pomanjkanje železa obrambni mehanizem proti patogenom 
(19, 20). 
Prepustnost zunanje membrane po Gramu negativnih patogenov je ključni dejavnik 
odpornosti. Zmanjšana prepustnost celične stene za protibakterijske učinkovine okrepi 
druge mehanizme odpornosti, kot so inaktivirajoči encimi, iztočne črpalke in sprememba 
tarče ter tako zmanjša končno koncentracijo učinkovine na strani membrane, kjer je tarčno 
mesto učinkovine. Prepustnost zunanje membrane za učinkovine je še posebno nizka pri po 
Gramu negativnih bakterijskih patogenih, kot so Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia 
cepacia in Stenotrophomonas maltophilia, ki predstavljajo čedalje večji zdravstveni 
problem. Te vrste bakterij so glavni patogeni, ki so povezani s pljučnico in bakteriemijo pri 
imunsko oslabljenih gostiteljih, z destruktivnimi okužbami pljuč pri pacientih s cistično 
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fibrozo in z resnimi bolnišničnimi okužbami pri pacientih, ki potrebujejo ventilacijo, kar 
pogosto vodi v smrt (20, 21). 
1.4.1 Železo v bakterijah in strategija trojanskega konja 
Obstaja več načinov, kako se soočiti z bakterijsko odpornostjo zaradi neprepustnosti 
celične stene; eden od njih je kombinacija učinkovin z elementi, ki oslabijo bakterijsko 
zunanjo membrano. Druga možnost je uporaba olajšanjega transporta bakterije, in sicer s 
strategijo trojanskega konja. Pri tem zlorabimo sistem bakterije za privzem nujno potrebnih 
hranil – bakterija privzame mimetike njihovih prenašalcev, skupaj z njimi pa tudi nanje 
vezane protibakterijske učinkovine. Številne naravne protibakterijske učinkovine 
oponašajo substrate za peptidne, fosfosaharidne, nukleozidne, poliamidne in železove 
sideroforne poti za privzem (21, 22). 
Železov transportni sistem je najbolj primeren za pristop s strategijo trojanskega konja, saj 
je homeostaza železa zelo natančno regulirana v vseh organizmih. Železo je nujno 
potrebno za skoraj vsa živa bitja in igra ključno vlogo pri različnih encimskih in bioloških 
funkcijah. Redko je na voljo tako v okolju kot tudi v okuženem gostitelju. Pod aerobnimi 
pogoji in pri fiziološkem pH je železo v obliki hidroksidnega polimera. Topnostni produkt 
je 10
-38
, medtem ko je koncentracija železa v serumu in tkivih 10
-24
 M. Koncentracija 
železa, ki je potrebna za rast bakterije, pa je najmanj 10
-6
 M. V okuženem gostitelju je 
odtegnitev železa pomemben obrambni mehanizem. Bistvena elementa pri tem sta 
transferin (v krvi) in laktoferin (v telesnih tekočinah) – proteina, ki vežeta, prenašata in 
reciklirata železo, ter feritin, ki shranjuje železo znotraj celic. Ob okužbi s patogenom se 
inducira veliko procesov, ki zmanjšajo koncentracijo prosto dostopnega železa (19, 23). 
Kot odziv na zmanjšan dostop do topnega železa so bakterije razvile poti za privzem železa 
z visoko afiniteto. Te so sestavljene iz specifičnih prenašalcev železovih ionov, ki jih 
imenujemo siderofori, in pripadajočih membranskih receptorjev, ki prepoznajo komplekse 
siderofor-železo. Pot se aktivira, ko primanjkuje železa, preko derepresije (aktivacije) 
represorja, ki potrebuje železov ion kot ko-represor. Bakterija izloči siderofore in ti vežejo 
v okolici prisotne železove ione. Nastale komplekse prepoznajo relevantni membranski 
receptorji, preko katerih se prenesejo v celico. Esteraze s kompleksa sprostijo železove 
ione, ki se nato vključijo v različne proteine in v represor (24). 
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Bakterija ima več sistemov za privzem sideroforov, da zagotovi dostop do nujno 
potrebnega redko prisotnega železa. Bakterija E. coli ima poti za privzem hidroksamatov, 
citratov, kateholatov, endogenih in eksogenih sideroforov. Receptorji na zunanji membrani 
so specifični za posamezne siderofore, transportni proteini v citoplazemski membrani pa so 
specifični za posamezen razred sideroforov. Proteinski kompleks TonB pa je univerzalen 
in nujno potreben za vse poti privzema železovih(III) ionov. Energijo pridobiva iz 
transportnega procesa iz citoplazme preko aktivnosti ATP-aze (21, 25). 
V okuženem gostitelju morajo siderofori tekmovati za redko prisotno železo z 
gostiteljevima proteinoma transferinom in laktoferinom. Bakterija lahko preživi v 
gostitelju samo, če imajo siderofori večjo afiniteto do železovih ionov kot gostiteljevi 
proteini. Za veliko bakterijskih patogenov so dokazali, da njihovi siderofori lahko 
pridobijo železo iz transferina ali laktoferina, in da je odsotnost biosinteze sideroforov 
povezana z izgubo kužnosti (19). 
1.4.2 Strukture sideroforov 
Siderofori so zelo raznolika skupina spojin, pa vendar obstajajo trije glavni strukturni 
razredi, ki temeljijo na  koordinaciji železovih(III) ionov s kisikovimi atomi kot donorji. Ti 
trije razredi so: kateholati, hidroksamati in α-hidroksikarboksilati (Slika 6). Druge manj 
pogoste skupine, ki vežejo železo v sideroforih, so hidroksifeniloksazoloni, α-
aminokarboksilati in α-hidroksiimidazoli. Pri večini sideroforov kisikovi atomi delujejo 
kot donorski atomi, ki z železom tvorijo oktahedralne komplekse. Kot heksadentatni 
ligandi koordinirajo železove(III) ione tako, da tvorijo komplekse železov(III) ion – 
siderofor v razmerju 1:1. Vse te ligandne skupine, predvsem kateholati, hidroksamati in α-
hidroksikarboksilati, tvorijo komplekse z železovimi(III) ioni, za katere je značilna visoka 




Slika 6: Trije glavni strukturni tipi sideroforov in njihovi kompleksi z železom. 
Glavne tri skupine sideroforov tvorijo petčlenske kelatne obroče in zasedejo dve strani 
železovega centra (Slika 6). Siderofori lahko tvorijo komplekse tudi z drugimi kovinskimi 












. Razlog za to je prisotnost donorskih 
kisikovih atomov v vezavnih skupinah, ki imajo visoko afiniteto tudi do ostalih ionov 
težkih kovin (26). 
Enterobaktin (Slika 7) je eden najbolje opisanih in najmočnejših predstavnikov kateholnih 
sideroforov. Proizvajajo ga enterobakterije, kot sta E. coli in Salmonella. Enterobaktin je 
triskateholni derivat cikličnega triserin laktona. Bakteriji lastni siderofori imajo v svoji 
strukturi več kisikovih in dušikovih atomov, ki lahko z železom(III) tvorijo stabilne 
oktahedralne heksakoordinirane komplekse (19, 27). 
 




1.4.3 Privzem kompleksov siderofor-železo v bakterijo Pseudomonas aeruginosa 
 
Slika 8: Struktura sideroforov Pseudomonas aeruginosa – pioverdin (1) in piokelin (2). 
Pseudomonas aeruginosa izloča dva glavna siderofora: pioverdin in piokelin (Slika 8). 
Piokelin izločajo tudi druge po Gramu negativne bakterije. Pioverdini vežejo železo v 
razmerju 1:1, piokelini pa 2:1. Stabilnejši je kompleks pioverdinov z železom, zato ni 
povsem jasno, zakaj bakterija izloča oba siderofora. Predvidevajo, da P. aeruginosa izloča 
metabolno bolj potratne pioverdine samo v primeru hudega pomanjkanja železa. P. 
aeruginosa lahko uporabi tudi veliko sideroforov, ki jih izločijo drugi mikroorganizmi, kot 
so pioverdini drugih psevdomonasov, enterobaktin, cepabaktin in druge ter naravno 
prisotne kelatorje, kot je citrat (28, 29, 30, 31). 
Ko siderofor nase veže železo iz okolja bakterije, specifični prenašalci na bakterijski 
celični površini, imenovani od TonB odvisni prenašalci (angl. TonB-Dependent 
Transporters – TBDT), prepoznajo kompleks siderofora z železom. TonB je del prenašalca, 
ki deluje na notranji membrani. FpvA in FpvB sta prenašalca na zunanji membrani, ki 
sodelujeta v prenosu keliranega pioverdina (Slika 9). FptA prenaša keliran piokelin, FecA 





Slika 9: Mehanizem privzema pioverdina, piokelina in ferikroma v Pseudomonas 
aeruginosa (prirejeno po 32). 
Kompleks pioverdin tip 1 (PVDI) – železo se preko zunanje membrane prenese s 
specifičnim TBDT, in sicer s FpvA. Železo se nato sprosti s PVDI v periplazmi preko 
mehanizma, ki vključuje redukcijo železa, pri čemer pa ne pride do kemijske spremembe 
siderofora. Nastali apo-PVDI se nato z iztočno črpalko PvdRT-OpmQ reciklira v 
zunajcelični prostor, kjer lahko prične nov krog vstopa železa v bakterijo. Sproščeno 
železo se nato prenese preko notranje membrane s prenašalcem ABC FpvCDEF, ki ga 
sestavljajo dva periplazemska proteina (FpvC in FpvF), permeaza (FpvD) in ATP-aza 
(FpvE). V tej poti vstopa železa v celico siderofor PVDI nikoli ne doseže citoplazme (29, 
32). 
Kompleks piokelin – železo se preko zunanje membrane prenese tudi s svojim specifičnim 
TBDT, FptA, preko notranje membrane pa s permeazo FptX. Železo se nato sprosti v 
citoplazmi s pomočjo neznanega mehanizma. Ksenosiderofor ferikrom se prenese preko 
zunanje membrane v P. aeruginosa s TBDT FiuA in FoxA, preko notranje membrane pa s 
permeazo FiuB. Železo se sprosti s siderofora preko mehanizma, ki vključuje acetiliranje 
desferikroma s FiuC in verjetno tudi redukcijo železa. Acetiliran desferikrom se nato 
reciklira v zunajcelični prostor preko neznanega izločevalnega sistema (29, 32). 
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1.4.4 Pirazmonam – primer konjugata s sideroforom 
 
Slika 10: Struktura pirazmonama. 
Primera, ki dokazujeta, da lahko siderofori bistveno prispevajo k večji učinkovitosti 
protibakterijskih učinkovin, sta pirazmonam (Slika 10) in sorodna spojina Upjohn 
monocarbam U-78608. V teh primerih je nosilec protibakterijskega delovanja učinkovina 
aztreonam, monobaktamski beta-laktam. Oba konjugata sta že pred časom izkazala dobro 
in vitro aktivnost, vendar se njun razvoj ni nadaljeval, verjetno zaradi visokih stroškov 
priprave, pomanjkanja aktivnosti proti po Gramu pozitivnim bakterijam in nezadovoljivega 
tržnega potenciala. V času njunega odkritja je namreč prevladovala uporaba učinkovitih in 
manj strukturno kompleksnih širokospektralnih beta-laktamov. Sedaj pa sta zaradi 
naraščajoče odpornosti bakterij proti protibakterijskim učinkovinam ponovno pritegnila 
pozornost. Spojina U-78608 ima v in vitro raziskavah minimalno inhibitorno koncentracijo 
(MIK) 2 µg/mL proti 91 izolatom P. aeruginosa, medtem ko ima sam aztreonam MIK > 64 
µg/mL. Dobro protibakterijsko delovanje se je pokazalo tudi v in vivo modelu sistemske 
okužbe miši, manj pa v mišjih modelih okužbe dihalnih poti (33, 34). 
1.5 KRITERIJI ZA NAČRTOVANJE UČINKOVITIH KONJUGATOV S 
PROTIBAKTERIJSKIMI UČINKOVINAMI 
Za strategijo trojanskega konja potrebujemo konjugat, ki ga sestavljajo tri komponente: 
siderofor, distančnik in protibakterijska učinkovina. Vsaka od teh komponent mora biti 
optimizirana posamezno, tako da ustvarimo konjugat z najboljšimi biološkimi lastnostmi v 
smislu prehajanja membrane in protibakterijske aktivnosti. Težavnost hkratne optimizacije 
teh vidikov je razlog, zakaj je do danes kljub toliko obetavnim pristopom le malo zelo 
uspešnih strategij trojanskega konja z izkoriščanjem transportnega sistema za železo (32). 
Večina konjugatov s protibakterijskimi učinkovinami, ki delujejo v citoplazmi, je slabo 
aktivnih proti po Gramu negativnim bakterijam, predvsem proti P. aeruginosa. Vzrok za to 
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je verjetno v razliki med selektivnostjo prenašalcev preko zunanje in notranje membrane za 
kompleks in v tem, da se po sprostitvi železa v periplazmi kompleksi siderofor-
protibakerijska učinkovina ne prenesejo v citoplazmo. Prenašalci TBDT izkazujejo visoko 
selektivnost za vezavo specifičnega siderofora, vendar pa lahko iz periplazme v zunanji 
prostor prenašajo tudi spojine, ki so večje od prepoznanega siderofora (kot je konjugat 
siderofor-protibakterijska učinkovina), zato imajo široko selektivnost za prenos (35). 
V primeru, da se učinkovina ne prenese preko zunanje membrane iz periplazme nazaj v 
zunajcelično okolje, mora za svoje delovanje v citoplazmi preiti še notranjo membrano. Tu 
se pojavi drug problem, namreč visoka specifičnost prenašalcev ABC preko notranje 
membrane. Najverjetneje se večina konjugatov siderofor-protibakterijska učinkovina 
zadrži v periplazmi, saj se ne morejo prenesti preko notranje membrane. To tudi 
pojasnjuje, zakaj so od do sedaj znanih konjugatov s strategijo trojanskega konja najbolj 
uspešni tisti, ki imajo protibakterijsko učinkovino, ki deluje v periplazmi (npr. beta-
laktami), ne pa v citoplazmi (32, 36). 
Druga ovira pri razvoju konjugatov siderofor-protibakterijska učinkovina je ta, da obstaja 
zelo malo primernih distančnikov. Idealen distančnik mora biti namreč odporen na 
zunajcelične pogoje in stabilen med prenosom v sistemu privzema železa, hkrati pa se 
mora cepiti v notranjosti bakterije. Poleg tega se mora cepitev zgoditi prednostno ali v 
periplazmi ali v citoplazmi, odvisno od mesta delovanja protibakterijske učinkovine. Pri 
konjugatih z beta-laktamskimi protibakterijskimi učinkovinami so se najbolje izkazali 
distančniki, ki ne hidrolizirajo. Potrebno pa je omeniti, da so transpeptidaze, glavna tarča 
beta-laktamskih protibakterijskih učinkovin, zelo neobčutljive na sterične ovire okoli 
substrata. To pa ne velja tudi za druge biološke tarče, predvsem tiste v citoplazmi, tako da 
je najverjetneje potrebna sprostitev protibakterijske učinkovine z distančnika za optimalno 




2. NAČRT DELA 
 
Cilj magistrske naloge je sinteza novih potencialnih zaviralcev DNA-giraze B. Sintezo 
končnih spojin bomo razdelili v tri vsebinske sklope, in sicer na sintezo sideroforov, 
sintezo zaviralcev GyrB in konjugacijo zaviralcev s siderofori. Glede na strukturo končnih 
spojin, ki jih želimo sintetizirati, pa smo si zadali cilje A, B in C (Slike 11-13). 
 
 
Slika 11: Reaktanti in produkti cilja A (PMB – para-metoksibenzil).   
 
Slika 12: Reaktanti in produkti cilja B (PMB – para-metoksibenzil). 
 




Siderofore bomo sintetizirali iz spojine 1 (2-(hidroksimetil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-
piran-4-on) (Slika 14), ki so jo že predhodno sintetizirali na Katedri za farmacevtsko 
kemijo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Nezaščiteno hidroksilno skupino 
bomo pri cilju A pretvorili v bolj nukleofilno aminsko skupino (-NH2), pri ciljih B in C pa 
v bolj elektrofilno mezilatno in bromidno skupino (-OSO2CH3, -Br); s temi skupinami bo 
potekla reakcija konjugacije z zaviralci. Obročni kisik bomo proti koncu sinteze z reakcijo 
z amonijakom pretvorili v skupino NH, na samem koncu sinteze pa bomo odstranili še 
para-metoksibenzilno zaščitno skupino. 
 
Slika 14: Izhodna spojina 1. 
Zaviralci DNA-giraze B bodo v vseh ciljih benzotiazolpirolamidi. Tvorili bomo amid med 
derivatom benzotiazola in pirola, pri čemer bomo uporabili 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-
1H-pirol-2-il)etan-1-on.  
Pri cilju A bomo s pomočjo sklopitvenih reagentov (EDC, HOBt, NMM) tvorili konjugat 
med sideroforom in benzotiazolnim derivatom, pri čemer bo siderofor z aminsko skupino 
nukleofilno napadel aktivirano karboksilno skupino na benzotiazolu, nato pa bomo tvorili 
amid med aminsko skupino benzotiazola in elektrofilno skupino pirola. 
Pri cilju B bomo najprej izvedli reakcijo nukleofilne substitucije med aminsko skupino 
benzotiazola in dobro izstopajočo skupino pirola in tako dobili amid. Amid pa bomo nato 
alkilirali z dobro izstopajočo mezilatno skupino predhodno pripravljenega siderofora.   
Pri cilju C bomo najprej morali sintetizirati benzotiazolni derivat. Izhodna spojina bo 
metil 4-amino-2-hidroksibenzoat, ki jo bomo ciklizirali v metil 2-amino-5-
hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat. Prosta hidroksilna skupina na benzotiazolu bo v 
naslednji stopnji nukleofilno napadla bromid v sideroforu. Na sintetizirano spojino bomo 
kot pri cilju A in B pripeli še 4,5-dibromopirol, tako da bomo dobili benzotiazolpirolamid.  
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V vseh primerih bomo po potrebi uvajali tudi zaščitne skupine (na karboksilne, hidroksilne 
in aminske skupine). Sintetizirane produkte bomo testirali v in vitro encimskem testu in 





3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Reagenti in topila 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali topila in reagente 
proizvajalcev Acros Organics, Sigma Aldrich, Fluka, Merck in TCI. 
3.2 Kromatografske metode 
 Tankoplastna kromatografija 
To metodo smo uporabili za spremljanje poteka reakcije in določanje čistosti produkta. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili plošče Merck Silica Gel 60 F254 z 0,20 mm debelim 
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za mobilno fazo smo uporabili različna 
topila v določenih razmerjih, kot je navedeno v postopkih sinteze. Spojine smo detektirali 
pod UV lučko z valovno dolžino 254 nm in z uporabo orositvenih reagentov. 
 »Flash« kolonska kromatografija 
Kadar smo pri tankoplastni kromatografiji na ploščici opazili več lis, smo sklepali, da je 
poleg produkta prisotnih več nečistot in takrat smo se navadno odločili za uporabo 
kolonske kromatografije. S to metodo smo ločili naš produkt od nečistot. Glede na maso 
produkta z nečistotami smo izbrali velikost in premer steklene kolone. Za mobilno fazo 
smo uporabili različna topila v določenih razmerjih, kot je navedeno v postopkih sinteze. V 
nekaterih primerih, ko ločitev z navadnim postopkom elucije ni dobro potekla, smo se 
odločili za gradientno kolonsko kromatografijo in za suhi nanos vzorca na kolono. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel Silica Gel 60 proizvajalca Merck z velikostjo 
delcev 0,040 – 0,063 mm.  
3.3 Spektroskopske metode 
 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
NMR spektre smo posneli na Bruker Avance III 400 MHz na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih DMSO-d6 in CDCl3. 
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Spektre smo analizirali s pomočjo računalniškega programa MestRe-C 4.8.6. proizvajalca 
Mestrelab Research S.L. 
 Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre smo posneli na spektrometru Autospec (VG – Analytical) z ESI tehniko v 
Centru za masno spektrometrijo na Institutu Jožef Stefan v Ljubljani. 
3.4 Nomenklatura in risanje spojin 
Za risanje strukturnih formul spojin in reakcij ter za poimenovanje po IUPAC 
nomenklaturi smo uporabili program ChemDraw Professional 17.0 proizvajalca 
CambridgeSoft.  
3.5 Določanje tališča 




4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 SINTEZA SIDEROFOROV 
4.1.1 Sinteza (5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metil metansulfonata 
 
Spojino 1 (0,307 g, 1,17 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 40 mL CH2Cl2, dodali Et3N (0,325 
mL, 1,17 mmol, 2 ekv.) in CH3SO2Cl (0,091 mL, 1,17 mmol, 1 ekv.) ter mešali na ledeni 
kopeli. Po 10 minutah smo reakcijsko zmes v liju ločniku sprali z 20 mL nasičene 
raztopine NaCl, organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, prefiltrirali in topilo uparili pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 0,398 g produkta 2
1
, ki smo ga takoj uporabili v naslednji 
stopnji sinteze. 
Reakcijo smo ponovili s 3,01 g in 0,101 g spojine 1. Dobili smo 3,232 g produkta 2
2
 oz. 
0,130 g produkta 2
3
. 
(5-((4-Metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metil metansulfonat, C15H16O7S, svetlo 






, Rf = 0,56 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal 
= 63-68°C. 




 (0,375 g, 1,10 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 5 mL DMF in dodali NaN3 (0,143 
g, 2,20 mmol, 2 ekv.) ter kristalček KI. Mešali smo pri sobni temperaturi 20 minut. Nato 
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smo dodali 30 mL EtOAc in spirali z 2 × 15 mL 1% citronske kisline in 15 mL nasičene 
raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, prefilitrirali in topilo uparili pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 0,185 g produkta 3
1
. 
Reakcijo smo ponovili s 3,292 g spojine 2
2
. Dobili smo 2,331 g produkta 3
2
. 
2-(Azidometil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-on, C14H13N3O4, Mr=287,28 g/mol, 




, Rf = 0,60 (DKM/MeOH = 20/1), 
1
H 
NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,56 (s, 1H, piran-H), 7,34 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 6,92 (d, 
J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 6,43 (s, 1H, piran-H), 5.04 (s, 2H, CH2-O), 4,16 (s, 2H, CH2-N3), 
3,83 (s, 3H, CH3) ppm. HRMS za C14H13N3O4 ([M+H]
+
): izračunana masa: 288,0979, 
izmerjena masa: 288,0978. 




 (0,165 g, 0,574 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 20 mL MeOH in dodali PPh3 
(0,256 g, 0,862 mmol, 1,5 ekv.). Mešali smo pri sobni temperaturi 1 uro, nato smo dodali 
0,5 mL vode. Uparili smo topilo in dodali 5 mL destilirane vode. Z 1 M HCl smo uravnali 
pH na 3. Naredili smo ekstrakcijo z 2 × 10 mL EtOAc, ločili vodno in organsko fazo ter 
vodni fazi uravnali pH na 12 z 1 M NaOH. Vodno fazo smo ekstrahirali z 2 × 10 mL 
EtOAc in ločili fazi. Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, prefiltrirali in uparili topilo. 
Dobili smo 0,088 g produkta 4
1
. 
Ponovitev reakcije: spojino 3
2
 (2,331 g, 8,11 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 20 mL MeOH 
in dodali PPh3 (3,192 g, 12,2 mmol, 1,5 ekv.). Mešali smo pri sobni temperaturi 1 uro, nato 
smo dodali 5 mL vode. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo filtrirali z odsesavanjem. S 
TLC smo določili, da je oborina PPh3. Matičnico smo prelili nazaj v bučko in pustili mešati 
24 ur. Nastalo oborino smo filtrirali s presesavanjem. Matičnici smo uparili topilo. Naprej 





2-(Aminometil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-on, C14H15NO4, Mr=261,28 g/mol, 




, Rf = 0,12 (DKM/MeOH = 20/1), 
1
H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8,11 (s, 1H, piran-H), 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar-H), 6,95 (d, J = 
8,8 Hz, 2H, Ar-H), 6,38 (s, 1H, piran-H), 4,86 (s, 2H, CH2-O), 3,77 (s, 3H, CH3), 3,54 (s, 
2H, CH2-NH2) ppm; signala za NH2 ne vidimo v spektru. 
4.1.4 Sinteza 2-(bromometil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-ona 
 
Spojino 2 (0,436 g, 1,28 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 3 mL DMF in dodali NaBr (0,132 
g, 1,28 mmol, 1 ekv.). Mešali smo 20 minut pri sobni temperaturi, nato smo dodali 30 mL 
EtOAc in spirali z 20 mL 10% citronske kisline in 20 mL nasičene raztopine NaCl. 
Organsko fazo smo ločili od vodne, jo sušili nad Na2SO4, prefiltrirali in topilo uparili pod 
znižanim tlakom. Dobili smo 0,300 g produkta 5. 
2-(Bromometil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-on, C14H13BrO4, Mr=325,16 g/mol, 
rumenooranžno strjeno olje, izkoristek: 72,0%, Rf = 0,53 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal = 88-
90°C, 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,27 (d, J = 3,1 Hz, 1H, piran-H), 7,31 – 7,41 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 6,90 – 7,01 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,57 (s, 1H, piran-H), 4,86 (s, 2H, CH2), 




4.2 SINTEZA ZAVIRALCEV DNA-GIRAZE B 
4.2.1 Sinteza 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline 
 
Spojino 6 (0,695 g, 3,34 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 20 mL MeOH in dodali 2 M NaOH 
(1,67 mL, 16,7 mmol, 5 ekv.). Segrevali smo na oljni kopeli pri 80 °C 2 dni. Uparili smo 
topilo in z 1 M HCl uravnali pH na 1. Nastalo oborino smo filtrirali z odsesavanjem ter jo 
sušili. Dobili smo 0,445 g produkta 7. 
2-Aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina, C8H6N2O2S, Mr=194,21 g/mol, rumeno 
oranžen prah, izkoristek: 68,7%, Rf = 0 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal = 282-284°C, 
1
H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 12,66 (s, 1H, COOH), 8,27 (d, J = 1,7 Hz, 1H, benzotiazol-H), 
7,95 (s, 2H, NH2), 7,82 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 =1,8 Hz, 1H, benzotiazol-H), 7,37 (d, J = 8,4 
Hz, 1H, benzotiazol-H) ppm. 
4.2.2 Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-ona 
 
Spojino 8 (9,01 g, 42,4 mmol, 1 ekv.) smo suspendirali v CHCl3 (120 mL) in suspenzijo 
ohladili na ledeni kopeli. Preko kapalnika smo po kapljicah dodajali brom (4,78 mL, 96,3 
mmol, 2,2 ekv.), raztopljen v 30 mL CHCl3. Potem, ko smo dodali ves brom, smo po 
desetih minutah odstavili ledeno kopel. Po treh urah smo reakcijski zmesi dodali 150 mL 
Na2S2O3 in fazi ločili s pomočjo lija ločnika. Organsko fazo smo spirali z 2 × 50 mL 
nasičene raztopine NaHCO3, nato še z 2 × 50 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo 
smo sušili nad Na2SO4, prefiltrirali in sušili pod pritiskom. Dobili smo 11,46 g produkta 9.  
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2,2,2-Trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-on, C6H2Br2Cl3NO, Mr=370,25 g/mol, 
črn prah, izkoristek: 73%, Rf = 0,44 (EtOAc/heksan = 1/4), Ttal = 118-120 °C, 
1
H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 13.76 (s, 1H, NH), 7.40 (s, 1H, ArH) ppm. 
4.2.3 Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata 
 
Spojino 6 (1,04 g, 5,02 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 4 mL DMF, dodali smo spojino 9 
(1,86 g, 5,02 mmol, 1 ekv.) in Na2CO3 (0,532 g, 5,02 mmol, 1 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
segrevali na oljni kopeli pri 80 °C 24 ur. Reakcijski zmesi smo dodali 20 mL EtOAc in 
sprali z 10 mL 1% citronske kisline. Nastalo oborino smo odfiltrirali s presesavanjem. 
Dobili smo 1,25 g produkta 10.  
Metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilat, 
C14H9Br2N3O3S, Mr=459,11 g/mol, črn prah, izkoristek: 54,3%, Rf = 0,60 (DKM/MeOH = 
20/1), Ttal >300 °C, 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 13,30 (s, 1H, NH), 12,85 (s, 1H, 
NH), 8,68 (d, J = 3,6 Hz, 1H, benzotiazol-H), 8,04 (d, J = 9,4 Hz, 1H, benzotiazol-H), 7,96 
(s, 1H, benzotiazol-H), 7,84 (s, 1H, pirol-H), 3,89 (s, 3H, CH3) ppm. 
4.2.4 Sinteza metil 4-amino-2-hidroksibenzoata 
 
Spojino 11 (10,14 g, 66,2 mmol) smo raztopili v metanolu (150 mL) in dodali 
žveplovo(VI) kislino (15,2 mL, 284,6 mmol). Reakcijsko zmes smo segrevali čez noč pri 
70 °C. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in preostanek raztopili v EtOAc (100 mL) 
in nevtralizirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (200 mL). Pri tem je nastala oborina, ki smo 
25 
 
jo filtrirali z odsesavanjem. Fazi v matičnici smo ločili in vodno fazo spirali z EtOAc (3 × 
75 mL). Združene organske faze smo spirali z nasičeno raztopino NaCl (3 × 75 mL), sušili 
nad Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo 9,57 g spojine 12. 
Metil 4-amino-2-hidroksibenzoat, C8H9NO3, Mr=167,16 g/mol, temno rjav prah, 
izkoristek: 86,5%, Rf = 0,82 (DKM/MeOH = 9/1), Ttal = 85-94 °C, 
1
H NMR nismo posneli. 
4.2.5 Sinteza metil 4-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-hidroksibenzoata 
 
Spojino 12 (9,57 g, 57,2 mmol, 1 ekv.) in terc-butiloksikarbonil (12,5 g, 57,2 mmol, 1 
ekv.) smo raztopili v 7 mL THF in mešali na oljni kopeli pri 70 °C 2 dni. Topilo smo 
uparili pod znižanim tlakom, preostanku dodali 100 mL EtOAc in 40 mL vode. Fazi smo 
ločili, organsko fazo spirali s 4 × 40 mL 1 M HCl in z 2 × 40 mL nasičene raztopine NaCl. 
Sušili smo nad Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim tlakom. Surov produkt smo 
raztopili v 10 mL mobilne faze EtOAc/heksan = 1/7 in naredili kolonsko kromatografijo. 
Dobili smo 7,439 g spojine 13. 
Metil 4-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-hidroksibenzoat, C13H17NO5, Mr=267,28 g/mol, 
bela trdna snov, izkoristek: 48,6%, Rf = 0,25 (EtOAc/heksan = 1/6), Ttal = 88-90 °C, 
1
H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10,63 (s, 1H, OH), 9,78 (s, 1H, NH), 7,67 (d, J = 8,8 Hz, 
1H, Ar-H), 7,18 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (dd, J1 = 8,8 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 
3,86 (s, 3H, COOCH3), 1,48 (s, 9H, C(CH3)3) ppm. 




Spojino 13 (7,44g, 27,8 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 60 mL acetonitrila in dodali 
acetanhidrid (4,73 mL, 50,1 mmol, 1,8 ekv.) ter piridin (4,04 mL, 50,10 mmol, 1,8 ekv.). 
Mešali smo na oljni kopeli pri 70 °C čez noč. Uparili smo topilo in piridin. Dodali smo 50 
mL EtOAc in sprali z 20 mL vode. Fazi smo ločili, sušili organsko fazo nad Na2SO4, 
filtrirali in uparili topilo. Dobili smo oljnat ostanek, ki je imel večjo maso od teoretične, 
torej je bilo v njem prisotno še topilo in piridin. Zato smo ostanek raztopili v 20 mL dietil 
etra in dali bučko v ultrazvočno kadičko. Pri tem se je začel obarjati produkt, ki smo ga 
filtrirali z odsesavanjem. Dobili smo 3,46 g spojine 14.  
Metil 2-acetoksi-4-((terc-butoksikarbonil)amino)benzoat, C15H19NO6, Mr=309,32 g/mol, 
bela trdna snov, izkoristek: 87,3%, Rf  = 0,14 (EtOAc/heksan = 1/6), Ttal = 109-112 °C, 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 9,96 (s, 1H, NH), 7,87 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,40 (s, 
1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 3,77 (s, 3H, COOCH3), 2,28 (s, 3H, OCOCH3), 
1,49 (s, 9H, C(CH3)3) ppm. 
4.2.7 Sinteza 3-acetoksi-4-(metoksikarbonil)benzenamonijevega klorida 
Prvi način: 
 
Spojino 14 (3,460 g, 11,19 mmol, 1 ekv.) smo suspendirali v 20 mL metanola. V drugi 
bučki smo na ledeni kopeli ohladili 20 mL metanola in skozi septum po kapljicah dodali 
acetil klorid (3,25 mL, 111,9 mmol, 10 ekv.). Po 20 minutah smo skozi septum dodali še 
suspenzijo spojine 14 v metanolu. Raztopino smo pustili mešati čez noč. Nastala je 
suspenzija, ki smo jo filtrirali z odsesavanjem, matičnico smo uparili. NMR analiza je 
pokazala, da je oborina in ostanek iz matičnice produkt, ki ima odstranjeno tako Boc kot 




3-Hidroksi-4-(metoksikarbonil)benzenamonijev klorid, C8H10ClNO3, Mr=203,62 g/mol, 
1
H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 10,79 (s, 1H, OH), 7,97 (s, 3H, NH3
+
), 7,48 (d, J = 8,7 Hz, 
1H, Ar-H), 6,20 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 =2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,10 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 




Spojino 14 (1,01 g, 3,27 mmol, 1 ekv.) smo suspendirali v 10 mL 1,4-dioksana. V drugo 
bučko smo v 20 mL dioksana skozi septum dodali 4 M HCl v dioksanu (8,2 mL, 32,7 
mmol, 10 ekv.) in po 20 minutah še spojino 14, raztopljeno v 10 mL 1,4-dioksana. Mešali 
smo pri sobni temperaturi čez noč. Nastalo oborino smo odfiltrirali z odsesavanjem. 
Matičnici smo delno uparili topilo in ji ponovno dodali 4 M HCl v 1,4-dioksanu (8,2 mL, 
32,7 mmol, 10 ekv.) in mešali čez noč. Ponovno smo odfiltrirali oborino, dodali še 5 mL 4 
M HCl v 1,4-dioksanu in mešali čez noč ter odfiltrirali oborino. Dobili smo 0,377 g spojine 
15.  
Postopek smo ponovili z 2,00 g (2,28 g) spojine 14 in 16,2 mL (18,4 mL) HCl v dioksanu. 
Dobili smo 1,125 g (1,223 g) spojine 15. 
 
3-Acetoksi-4-(metoksikarbonil)benzenamonijev klorid, C10H12ClNO4, Mr=245,66 g/mol, 
bela trdna snov, izkoristek: 55,2 %, Rf = 0,82 (DKM/MeOH = 9/1), Ttal = 127-138 °C, 
1
H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7,67 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,24 (s, 3H, NH3
+
), 6,54 
(dd, J1 = 8,6 Hz, J2 =2,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,32 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 3,69 (s, 3H, 
COOCH3), 2,23 (s, 3H, OCOCH3) ppm. 
28 
 
4.2.8 Sinteza metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata 
 
Prvi poskus: 
Spojino 14 (0,503 g, 1,63 mmol, 1 ekv.) in kalijev tiocianat (0,632 g, 6,50 mmol, 4 ekv.) 
smo raztopili v 4,5 mL ocetne kisline in nato pri 10 °C preko kapalnika dokapavali brom 
(0,168 mL, 3,25 mmol, 2 ekv.), raztopljen v 2 mL ocetne kisline. Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi čez noč. Suspenzijo smo nevtralizirali z nasičeno raztopino 
NaHCO3 in nastalo oborino odfiltrirali z odsesavanjem. NMR analiza je pokazala, da 
odščita skupine BOC ni potekla in zato tudi nismo dobili cikliziranega produkta 16. 
Drugi poskus: 
Spojino 14 (0,300 g, 0,970 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 3 mL ocetne kisline, nato smo pri 
10 °C dokapavali brom (0,100 mL, 1,94 mmol, 2 ekv.), raztopljen v 2 mL ocetne kisline. 
Po eni uri smo dodali kalijev tiocianat (0,377 g, 3,88 mmol, 4 ekv.) in mešali pri sobni 
temperaturi čez vikend. Suspenzijo smo nevtralizirali z nasičeno raztopino NaHCO3 in 
nastalo oborino odfiltrirali z odsesavanjem. Oborino smo suspendirali v metanolu (15 mL), 
filtrirali z odsesavanjem in matičnici uparili topilo. NMR analiza je pokazala, da je oborina 
nečistota, v matičnici pa se najverjetneje nahaja bromiran produkt z odstranjeno acetilno 
skupino. Ciklizacija ni potekla. 
 
Spojino 15 (0,377 g, 1,80 mmol, 1 ekv.) in kalijev tiocianat (0,700 g, 7,21 mmol, 4 ekv.) 
smo raztopili v 5 mL ocetne kisline in nato pri 10 °C dokapavali brom (0,186 mL, 3,60 
mmol, 2 ekv.), raztopljen v 2 mL ocetne kisline. Mešali smo pri sobni temperaturi čez noč. 
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Suspenzijo smo nevtralizirali z nasičeno raztopino NaHCO3 in nastalo oborino odfiltrirali z 
odsesavanjem. Suspendirali smo jo v 5 mL EtOAc in 5 mL vode in filtrirali. Organsko fazo 
smo ločili od vodne, jo sprali z nasičeno raztopino NaCl (10 mL), sušili nad Na2SO4 in 
uparili topilo pod znižanim tlakom. Suhi ostanek smo suspendirali v metanolu (10 mL), 
segrevali do vrelišča in vroče filtrirali z odsesavanjem. Matičnici smo uparili topilo. 
Oborino od prve filtracije smo suspendirali v metanolu, segrevali z grelno pištolo do 
vrelišča in vroče filtrirali z odsesavanjem. V nobenem primeru nismo dobili čistega 
produkta. 
Enak postopek do nevtralizacije smo uporabili z 1,125 g spojine 15. Suspenzijo smo v tem 
primeru nevtralizirali z 25% raztopino amonijaka, nastalo oborino smo odfiltrirali z 
odsesavanjem, jo suspendirali v 30 mL metanola, segrevali do vrelišča in dali v hladilnik 
čez noč, da bi prišlo do kristalizacije. Do te ni prišlo, zato smo uparili topilo. Izvedli smo 
kolonsko kromatografijo z mobilno fazo diklorometan/metanol = 30/1. Spojine se niso 
ločile. Združenim frakcijam smo uparili topilo in suhi ostanek raztopili v EtOAc. Odločili 
smo se za suhi nanos na kolono. Uporabili smo gradientno kolonsko kromatografijo: začeli 
smo z diklorometanom, nadaljevali z mobilno fazo diklorometan/metanol = 50/1, nato 40/1 
in nazadnje 30/1. Dobili smo 0,205 g produkta 16
1
. 
Postopek smo do nevtralizacije z amonijakom ponovili z 1,223 g spojine 15. Dobili smo še 
0,080 g produkta 16
2
. 
Metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat, C9H8N2O3S, Mr=224,23 g/mol, 




, Rf = 0,20 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal = 158-
165 °C, 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 9,97 (s, 1H, OH), 7,87 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-
H), 7,43 – 7,35 (m, 2H, NH2), 6,44 (s, 1H, Ar-H), 3,77 (s, COOCH3) ppm. 
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Spojino 4 (0,085 g, 0,325 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 3 mL DMF in dodali spojino 7 
(0,063 g, 0,325 mmol, 1 ekv.) ter mešali na ledeni kopeli. Dodali smo EDC (0,078 g, 0,390 
mmol, 1,2 ekv.), HOBt (0,061 g, 0,423 mmol, 1,3 ekv.) in NMM (0,072 mL, 0,650 mmol, 
2 ekv.). Na ledeni kopeli smo mešali 20 minut, nato smo mešali pri sobni temperaturi 24 
ur. Reakcijska zmes je bila suspenzija, ki smo jo filtrirali z odsesavanjem. Dobili smo 
0,026 g produkta 18
1
. 
Za potrebe nadaljnjih reakcij smo ponovili reakcijo z 0,487 g spojine 4 in 0,362 g spojine 









, Rf = 0,46 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal = 185-191°C, 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 8,98 (t, J = 5,8 Hz, 1H, CO-NH), 8,22 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,19 (s, 1H, piran-
H), 7,82 (s, 2H, NH2), 7,78 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 - 7,31 (m, 3H, 3 
× Ar-H), 6,95 (d, J = 6,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,26 (s, 1H, piran-H), 4,85 (s, 2H, CO-CH2), 
4,34 (d, J = 5,7 Hz, 2H, NH-CH2), 3,76 (s, 3H, OCH3) ppm. HRMS za C22H20N3O5S 
([M+H]
+






Spojino 9  (0,0846 g, 0,228 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 2 mL DMF. Dodali smo spojino 
18 (0,100 g, 0,228 mmol, 1 ekv.) in Na2CO3 (24 mg, 0,228 mmol, 1 ekv.). Reakcijsko 
zmes smo mešali na oljni kopeli pri 80 °C 24 ur. Nato smo ji dodali 20 mL EtOAc in 
spirali z 10 mL 1% citronske kisline. Izpadla je oborina, ki smo jo odfiltrirali z 
odsesavanjem in posušili. Dobili smo 0,114 g produkta 19
1
. 










, Rf = 0,26 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal > 300 °C, 
1
H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 13,28 (s, 1H, NH), 12,82 (s, 1H, NH), 9,15 (t, 1H, J = 5,7 Hz, 
CH2NHCO), 8,55 (d, 1H, J = 1,8 Hz, Ar-H), 8,20 (s, 1H, piran-H), 7,99 (dd, J1 = 8,5 Hz, 
J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,84 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,55 (s, 1H, Ar-H), 7,35 (d, J = 8,7 
Hz, 2H, Ar-H), 6,95 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H), 6,31 (s, 1H, piran-H), 4,86 (s, 2H, OCH2), 
4,39 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CH2NH), 3,77 (s, 3H, CH3). HRMS za C27H21Br2N4O6S ([M+H]
+
): 





Spojino 19 (0,090 g, 0,131 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 25% NH3 (0,53 mL, 5,88 mmol, 
45 ekv.) in mešali na oljni kopeli pri 60 °C 2 dni. Nastalo oborino smo odfiltrirali z 
odsesavanjem. Glede na TLC in NMR analizo je šlo za izhodno spojino, zato smo jo vrnili 
v matičnico in dodali še 5 mL 25% NH3 ter segrevali na oljni kopeli pri 60 °C še 1 uro. 
Nastalo oborino smo odfiltrirali z odsesavanjem. Analiza NMR je pokazala, da je oborina 
izhodna spojina, v matičnici pa produkt 20, a v zanemarljivi količini.  
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Ponovitev reakcije: Spojino 19
2
 (0,100 g, 0,145 mmol, 1 ekv.) smo suspendirali v večjo 
količino 25% NH3 (10 mL, 111 mmol, 766 ekv.) in 10 mL metanola ter segrevali na oljni 
kopeli pri 70°C 24 ur, nato smo uparili metanol in oborino odfiltrirali z odsesavanjem. 




dihidropiridin-2-il)metil)benzo[d]tiazol-6-karboksamid, C27H21Br2N5O5S, Mr=687,36 




, Rf = 0,06 (DKM/MeOH = 9/1), Ttal = 237-
242 °C, 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 13,28 (s, 1H, NH), 12,82 (s, 1H, NH), 11,22 (s, 
1H, NH), 9,09 (t, J = 5,8 Hz, 1H, CH2NHCO), 8,56 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,00 (dd, J1 
= 8,6 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,54 (s, 1H, Ar-H), 7,29-
7,45 (m, 3H, Ar-H), 6,94 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H), 6,11 (s, 1H, Ar-H), 4,94 (s, 2H, 
OCH2), 4,43 (s, 2H, CH2NHCO), 3,76 (s, 3H, CH3) ppm. HRMS za C27H22Br2N5O5S 
([M+H]
+




Spojino 19 (0,079 g, 0,115 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 3 mL CH3COOH in dodali 1 M 
HCl v ocetni kislini (2,30 mL, 2,30 mmol, 20 ekv.) in pustili mešati čez noč. Uparili smo 
topilo, dodali 10 mL dietiletra, ga uparili in to ponovili štirikrat. Nato smo dodali dietileter, 
bučko postavili v ultrazvočno kadičko in nastalo oborino odfiltrirali z odsesavanjem. 
Dobili smo 0,058 g spojine 21. 
2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-N-((5-hidroksi-4-okso-4H-piran-2-
il)metil)benzo[d]tiazol-6-karboksamid, C19H12Br2N4O5S, Mr=568,20 g/mol, temno siv 
prah, izkoristek: 88,9%, Rf = 0 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal >300 °C, 
1
H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 13,29 (d, J = 2,7 Hz, 1H, NH), 12,82 (s, 1H, NH), 9,17 (t, J = 5,7 Hz, 1H, 
CH2NHCO), 8,57 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 8,08 (s, 1H, Ar-H), 7,99 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 
1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,83 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,55 (d, J = 2,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,33 (s, 
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1H, piran-H), 4,39 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CH2NHCO) ppm. HRMS za C19H13Br2N4O5S 
([M+H]
+




Spojino 20 (0,070 g, 0,102 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 3 mL CH3COOH in dodali 1 M 
HCl v ocetni kislini (1,02 mL, 1,02 mmol, 10 ekv.) in pustili mešati čez noč. Uparili smo 
topilo, dodali 10 mL dietiletra, ga uparili in to ponovili štirikrat. Nato smo dodali dietileter, 
bučko postavili v ultrazvočno kadičko in oborino odfiltrirali z odsesavanjem. NMR analiza 
je pokazala, da je še prisotna izhodna spojina, zato smo ponovili postopek. Dobili smo 
0,049 g spojine 22. 
2-(4,5-Dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-N-((5-hidroksi-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-
il)metil)benzo[d]tiazol-6-karboksamid, C19H13Br2N5O4S, Mr=567,21 g/mol, sivo vijoličen 
prah, izkoristek: 84,8%, Rf = 0 (DKM/MeOH = 20/1), Ttal > 300 °C, 
1
H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ 14,41 (s, 1H, NH), 13.30 (d, J = 2,7 Hz, 1H, NH), 12,83 (s, 1H, NH), 10,99 
(s, 1H, OH), 9,43 (t, J = 5,7 Hz, 1H, CH2NHCO), 8,60 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,10 (s, 
1H, Ar-H), 8,03 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 
7,55 (d, J = 2,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,24 (s, 1H, Ar-H), 4,65 (d, J = 5,5 Hz, 2H, CH2NHCO) 
ppm. HRMS za C14H13Br2N5O4S ([M-H])
-









Spojino 10 (0,130 g, 0,382 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 7,8 mL DMF, dodali NaHCO3 
(0,035 g, 0,420 mmol, 1,1 ekv.) in KI (0,070 g,  0,420 mmol, 1,1 ekv.) ter segrevali na 
oljni kopeli pri 40°C. Po 20 minutah smo dodali spojino 2 (0,175 g, 0,382 mmol, 1 ekv.), 3 




Spojino 10 (0,150 g, 0,326 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 6,5 mL DMF, dodali NaHCO3 
(0,030g, 0,359 mmol, 1,1 ekv.) in mešali pri sobni temperaturi 20 minut. Spojino 5 (0,106 
g, 0,326 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 4 mL DMF in ga dodajali po 0,2 ekvivalenta na 20-
30 minut. Pustili smo mešati čez noč. V reakcijsko zmes smo dodali 15 mL destilirane 
vode in nastalo oborino odfiltrirali z odsesavanjem. Suspendirali smo jo v 50 mL MeOH, 
postavili bučko v ultrazvočno kadičko, jo segrevali z grelno pištolo do vrelišča in nato 




Prvotno oborino smo suspendirali v 10 mL acetonitrila. V matičnici se je prav tako tvorila 
oborina, ki pa je je bilo dovolj le za nanos za tankoplastno kromatografijo.  
4.3.7 Sinteza metil 2-amino-5-((5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-
il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata 
 
Spojino 16 (0,100 g, 0,446 mmol, 1 ekv.) in spojino 5 (0,145 g, 0,446 mmol, 1 ekv.) smo 
suspendirali v 15 mL acetonitrila, dodali K2CO3 (0,093 g, 0669 mmol, 1,5 ekv.) in 
reakcijsko zmes segrevali čez noč pri 60 °C. Nato smo jo filtrirali z odsesavanjem, 
matičnici pa smo uparili topilo. Suhemu ostanku v bučki smo dodali 25 mL EtOAc, na 
bučko smo dali zračni hladilnik in jo segrevali do vrelišča. Suspenzijo smo filtrirali z 
odsesavanjem, matičnico pa smo spirali z 2 × 10 mL 1% raztopine citronske kisline, 2 × 10 
mL nasičene raztopine NaHCO3 in 15 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo 
ločili od vodne in jo sušili nad Na2SO4, filtrirali in ji uparili topilo. Dobili smo 0,173 g 
nečistega produkta, zato smo se odločili za gradientno kolonsko kromatografijo z 
mobilnimi fazami DKM, DKM/MeOH = 50/1, 40/1 in 30/1. Ni prišlo do ločbe spojin. 
Poskus smo ponovili z enako količino izhodnih spojin, ki smo jih v tem primeru raztopili v 
5 mL DMF. Raztopino smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Na kromatogramu smo 
pri nanosu reakcijske zmesi zopet opazili veliko lis podobnih intenzitet, zato se izolacije in 




5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Sinteza sideroforov 
Spojino 2 (mezilat) smo sintetizirali iz alkohola in metil sulfonil klorida. Kot bazo smo 
uporabili trietilamin, ki nevtralizira nastali HCl. Pri reakciji poteče nukleofilni napad 
alkohola na žveplov atom metil sulfonil klorida. Pri tem izstopi kloridni anion, ki je dobro 
izstopajoča skupina (Slika 15). Reakcijo smo izvajali na ledeni kopeli (pri 0°C), ker je 
eksotermna. 
Slika 15: Sinteza spojine 2 - mezilata. 
Za sintezo spojine 3 smo uporabili natrijev azid. Ta je eden pomembnejših ionskih 
nukleofilov (N3
-
), ki lahko zamenja dobro izstopajoče skupine, kot je metansulfonilna 
skupina v naši izhodni spojini (Slika 16). Iz reakcije izstopi mezilatni anion. Kalijev jodid 
ima v tej reakciji vlogo katalizatorja (37). 
 
Slika 16: Sinteza spojine 3 - azida. 
Azide (v našem primeru spojina 3) lahko pretvorimo v amine s hidrogeniranjem. Druga 
možnost pa je Staudingerjeva reakcija, ki je redukcija azida pod zelo milimi pogoji. Ker 
obstajajo različne metode za hitro pripravo azidov, Staudingerjeva reakcija omogoča 
uporabo -N3 kot sintona pri sintezi aminov (-NH2). V tej reakciji trifenilfosfin reagira z 
azidom, pri čemer nastane fosfazid, iz katerega se po eliminaciji N2 tvori iminofosforan. V 
vodnem okolju reakcija vodi do želenega amina in zelo stabilnega trifenilfosfin-oksida 




Slika 17: Staudingerjeva redukcija azida do amina. 
Spojino 5 smo sintetizirali z nukleofilno substitucijo mezilatne skupine z bromidnim 
anionom, ki poteka po enakem mehanizmu kot substitucija z natrijevim azidom (Slika 15).  
5.2 Sinteza zaviralcev DNA-giraze B 
Za pripravo spojine 7 smo uporabili alkalno hidrolizo z NaOH z metanolom kot topilom. Z 
odstranitvijo zaščitne skupine karboksilne skupine smo omogočili sklopitev te skupine z 
aminsko skupino siderofora v naslednji stopnji (sinteza konjugata). Pri sintezi spojine 9 gre 
za elektrofilno aromatsko substitucijo; vloga CHCl3 je predvsem v polarizaciji molekule 
broma. Sklopitev spojin 6 in 9 je nukleofilna substitucija, pri čemer ima natrijev karbonat 
vlogo, da poveča nukleofilnost benzotiazolnega amina.    
Sinteza spojine 12 je esterifikacija, pri kateri ima žveplova(VI) kislina vlogo, da poveča 
elektrofilnost karboksilne kisline izhodne spojine. S tem smo zaščitili karboksilno kislino, 
da ni reagirala v nadaljnjih sinteznih korakih. Ker smo v naslednji stopnji acetilirali 
hidroksilno skupino na aromatskem obroču spojine 12, smo pred tem zaščitili aminsko 
skupino, da se ne bi acetilirala, saj je reaktivnejša od hidroksilne skupine. Sinteza spojine 
13 je zaščita aminske skupine z BOC-zaščitno skupino s pomočjo di-terc-butildikarbonata, 
ki poteče po mehanizmu nukleofilne substitucije. 
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Spojino 13 smo acetilirali z uporabo acetanhidrida in piridina kot baze v acetonitrilu kot 
topilu. Hidroksilna skupina izhodne spojine igra vlogo nukleofila, medtem ko predstavlja 
karbonilna skupina acetanhidrida elektrofilni center. Hidroksilna skupina se nukleofilno 
adira na karbonilno skupino acetanhidrida, pri čemer nastane tetraedrični intermediat. V 
nadaljevanju pride do eliminacije acetatnega aniona in nastane protonirana oblika estra, ki 
se nato deprotonira, kar vodi do nastanka estra (spojine 14) in ocetne kisline (Slika 18) 
(39). 
  
Slika 18: Acetiliranje hidroksilne skupine spojine 13. 
Pri sintezi spojine 15 smo imeli nekaj težav. Gre za odstranitev zaščitne skupine BOC. 
Najprej smo jo poskusili odstraniti z acetil kloridom v metanolu, torej z reakcijo in situ 
tvorbe HCl. Pri reakciji med acetil kloridom in metanolom namreč nastane klorovodikova 
kislina, ki nato sodeluje pri odstranitvi zaščitne skupine. Sistem je bil zaprt, da plinasti HCl 
ni uhajal, poleg tega smo bučko imeli na ledeni kopeli, saj je reakcija eksotermna. V zaprto 
bučko smo dodali še izhodno spojino in pustili mešati čez noč. NMR analiza je pokazala, 
da je potekla odstranitev BOC skupine, a hkrati se je odstranila tudi acetilna skupina, česar 
pa nismo želeli. Do odstranitve je prišlo zaradi prisotnosti metanola kot topila, saj je v 
kislem katalizirana reakcija preestrenja. Torej za topilo ne bi smeli uporabiti metanola. 
Nato smo poskusili odstranitev zaščitne skupine izvesti s 4 M HCl v 1,4-dioksanu. V tem 
primeru je reakcija potekla do želene spojine, brez odstranitve acetilne skupine. Kisik se v 
kislem okolju protonira, čemur sledi izstop terc-butilne skupine, nato pa karbamat razpade 





Slika 19: Mehanizem odstranitve zaščitne skupine BOC spojine 14. 
Ker smo se želeli izogniti uporabi HCl v 1,4-dioksanu, smo poskusili z reakcijo, v kateri 
naj bi potekla odstranitev zaščitne skupine BOC in odstranitev acetilne skupine s spojine 
14, hkrati pa ciklizacija do benzotiazolnega obroča. S tem bi tudi skrajšali postopek sinteze 
produkta za eno reakcijo. Najprej smo spojino 14 raztopili v ocetni kislini skupaj s 
kalijevim tiocianatom (KSCN) in v to raztopino počasi dokapavali brom. Reakcija glede na 
NMR spekter ni potekla. Ker se je med reakcijo spreminjala barva (temno oranžna v svetlo 
oranžno), smo sklepali, da se je brom porabljal, in sicer tako, da je reagiral s KSCN. Zato 
smo poskusili z drugačnim vrstnim redom reagentov: najprej smo v raztopino izhodne 
spojine v ocetni kislini dokapavali brom, čez eno uro pa smo dodali KSCN. Glede na NMR 
je bila nastala oborina nečistota, v matičnici pa se je najverjetneje nahajala spojina metil 2-
acetoksi-4-amino-3,5-dibromobenzoat (Slika 20). Ciklizacija ni potekla.  
 
Slika 20: Predviden neželen stranski produkt pri poskusu reakcije ciklizacije. 
Ciklizacijo spojine 15 v benzotiazolni obroč (spojina 16) smo izvedli tako, da smo izhodno 
spojino in KSCN raztopili v ocetni kislini in nato počasi pri znižani temperaturi (10 °C) 
dodajali brom ter pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. Ker smo dobili zelo nečist in 
zelo slabo topen produkt, ki ga nismo mogli očistiti z navadno kolonsko kromatografijo, 
smo se odločili za gradientno kolonsko kromatografijo s suhim nanosom. Pri tem smo 
dobili zelo majhen izkoristek (17% in 6,1%).  
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Možen mehanizem reakcije ciklizacije je prikazan na Sliki 21. Na začetku aromatski amin 
nukleofilno napade elektrofilni ogljikov center kalijevega tiocianata. V drugi stopnji poteče 
bromiranje na orto mestu amina, nato pa še ciklizacija in situ: zaradi elektrofilnosti 
aromatskega bromida poteče adicija na dvojno vez C=S, pri čemer izstopi bromidni ion, 
hkrati pa poteče tvorba dvojne vezi N=C.  
 
Slika 21: Možen mehanizem ciklizacije spojine 16. 
5.3 Sinteza konjugatov 
Za sintezo spojine 18 smo uporabili sklopitvena reagenta EDC in HOBt ter NMM kot bazo 
(Slika 22). Vloga EDC je, da poveča elektrofilnost karboksilne skupine izhodne spojine 7 – 
z njo tvori aktiviran ester (O-acilsečnino). Nato s tem intermediatom reagira še HOBt, ki 
ima vlogo katalizatorja, pri čemer nastane še bolj reaktiven ester. Vloga baze NMM pa je, 
da pospeši reakcijo aktivacije karboksilne kisline. Z nizko temperaturo (ledena kopel, 0°C) 
smo usmerili nukleofilni napad EDC na karboksilno skupino izhodne spojine in ne na 
aminsko skupino ter s tem preprečili nastanek stranskega produkta (N-acilsečnine). Ko smo 
dodali še spojino 4 z aminsko skupino, je ta napadla aktiviran ester in tvoril se je želeni 
amid. Amino skupina na mestu 2 benzotiazola je zelo šibak nukleofil in pod temi pogoji ne 




Slika 22: Mehanizem reakcije konjugacije s sklopitevenimi reagenti (EDC, HOBt, NMM). 
Sinteza spojine 19, pri kateri dobimo amid med aminom benzotiazola in 
triklorometilketonsko skupino dibromopirola, je nukleofilna substitucija, pri kateri ima 
baza Na2CO3 vlogo povečanja nukleofilnosti aminske skupine. Z raztopino NH3 v prebitku 
smo nato uspeli zamenjati kisikov atom v piranskem obroču siderofora z dušikovim 
atomom, tako da je nastal derivat piridina. Prvi poskus ni bil uspešen, v drugem pa smo 
dodali večji ekvivalent amonijaka  in na ta način dobili produkt 20. Z analizo spektra NMR 
smo sklepali, da se ta spojina najverjetneje deloma nahaja v drugi tavtomerni obliki – s 
hidroksilno skupino (Slika 23). Pod kislimi pogoji smo na koncu še odstranili zaščito PMB 
na sideroforu in prišli do dveh končnih produktov 21 (s piranom) in 22 (s piridinom). 
 
Slika 23: Tavtomerni obliki spojine 20. 
Spojine 23 nam kljub več poskusom ni uspelo sintetizirati. Glede na NMR spekter je v 
prvem poskusu najverjetneje alkiliranje poteklo ne samo na amidu, ampak tudi na 
pirolovem obroču (Slika 24). Zato smo v naslednjem poskusu uporabili milejše pogoje – 
nižjo temperaturo in brez prisotnosti katalizatorja. Nastalo oborino smo suspendirali v 
različnih topilih, vendar z NMR analizo v nobenem od vzorcev nismo zaznali čistega 
produkta, prav tako ne v prvotni matičnici. Poskusili smo tudi s kristalizacijo, tako da smo 
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nastalo snov raztopili v topilu pri višji temperaturi in jo dali čez noč v hladilnik, vendar 
brez uspeha. 
 
Slika 24: Predviden neželen stranski produkt pri poskusu sinteze spojine 23. 
5.4 Postopki izolacije in čiščenja spojin 
V postopkih izolacije smo pogosto uporabili nasičeno raztopino NaCl, s katero smo 
odstranili ionske primesi in polarne nečistote iz organske faze. S spiranjem z 1% ali 10% 
citronsko kislino smo se znebili bazičnih primesi, kislih primesi pa smo se znebili s 
spiranjem z vodno raztopino NaHCO3. Z dodatkom Na2SO4 pa smo iz organske faze 
odstranili še ostanke vode, saj z njo tvori kompleksne hidrate. 
Pri sintezi spojine 4 (Staudingerjeva redukcija) smo najprej z 1 M HCl znižali pH organske 




), ki je zaradi 
polarnosti prešla v vodno fazo. Z ekstrakcijo vodne faze z etilacetatom smo odstranili 
nečistote, topne v organskem topilu, nato pa smo z 1 M NaOH uravnali pH vodne faze na 
pH = 12, s čimer smo sol pretvorili v amin, ki smo ga nato ekstrahirali v etilacetat. Pri 
sintezi spojine 9 smo dodali natrijev tiosulfat (Na2S2O3), da je reagiral s prebitkom broma 
v reakcijski zmesi: Na2S2O3 + 4Br2 + 5H2O → Na2SO4 + H2SO4 + 8HBr.  
5.5 Rezultati bioloških testiranj 
Končnim spojinam 21 in 22 (Slika 25) so na Univerzi v Helsinkih določili aktivnost na po 
Gramu pozitivnih bakterijah Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, in po Gramu 
negativnih bakterijah Escherichia coli (sevi ATCC 27853, JW5503, JD17464), 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
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aerogenes. Rezultati so podani kot odstotek zaviranja rasti bakterij v primerjavi s kontrolo 
pri 50 µM koncentraciji po 24-urni izpostavitvi spojinam (Preglednica 1). 
 
Slika 25: Končni spojini 21 in 22.   
Preglednica 1: Rezultati bioloških testiranj končnih spojin 21 in 22 na bakterijah. 
BAKTERIJA SPOJINA 21 SPOJINA 22 
Enterococcus faecium 0% 0% 
Staphylococcus aureus 6% 14% 
Escherichia coli ATCC 27853 13% 14% 
Escherichia coli JW5503 36% 50% 
Escherichia coli JD17464 7% 25% 
Pseudomonas aeruginosa 0% 0% 
Acinetobacter baumannii 2% 34% 
Klebsiella pneumoniae 0% 0% 
Enterobacter aerogenes 2% 8% 
 
Kot lahko vidimo v Preglednici 1, nobena od obeh spojin ni dosegla visokega odstotka 
zaviranja rasti bakterij po 24-urni izpostavitvi pri koncentraciji 50 µM. Cilj je namreč, da 
spojina doseže vsaj 90% zaviranja rasti bakterij. Pri tem pa velja omeniti, da testiranja niso 
izvedli v testnem sistemu s kelacijo železa, v katerem bi se lahko bolj izrazil učinek 
sideroforov. Glede na mehanizem delovanja sideroforov sklepamo, da bi v takem sistemu 
spojini lahko dosegli večjo aktivnost. 
Spojini so testirali še na rekombinantni DNA-girazi iz bakterije Escherichia coli in jima 
določili vrednost IC50 - koncentracija, ki zmanjša delovanje encima za 50%. Za spojino 21 
je vrednost IC50 znašala 1,3 µM, za spojino 22 pa 1,0 µM.  
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IC50 inhibitorja DNA-giraze, ki ima na mestu 6 benzotiazolpirolamida prosto karboksilno 
kislino, znaša 0,005 µM, torej približno 200-krat manj, kar pomeni znatno večjo aktivnost. 
Prav tako sta IC50 nižji za spojini, ki na tem mestu tvorita amid z metil glicinom ali 
glicinom (Preglednica 2). Vsem tem substituentom je skupno, da lahko tvorijo ionske ali 
vodikove vezi in so sterično manjši od naših sideroforov (40). 
Preglednica 2: Vrednosti IC50 končnih spojin in nekaterih derivatov. 

















Vzrok za razlike je najverjetneje v tem, da z vezavo siderofora na karboksilno kislino na 
mestu 6 benzotiazolnega obroča spojina izgubi pomembno interakcijo s tarčo. Karboksilna 
kislina namreč lahko z njo tvori močno ionsko vez, medtem ko končni spojini lahko tvorita 
šibkejšo vodikovo vez preko kisika oz. dušika v piranskem oz. piridinskem obroču 
siderofora. Poleg tega lahko predstavlja sideroforni del konjugata sterično oviro pri 





V okviru magistrske naloge smo želeli sintetizirati konjugate potencialnih zaviralcev 
DNA-giraze B s siderofori. Od treh zadanih ciljev sinteze (A, B in C) nam je uspelo doseči 
enega, saj smo pri ostalih dveh naleteli na ovire v sintezni poti. S pripravo konjugatov 
zaviralcev DNA-giraze B s siderofori smo želeli doseči boljšo protibakterijsko aktivnost 
zaviralcev DNA-giraze B, predvsem proti po Gramu negativnim bakterijam, ki imajo 
slabše prepustno celično steno in več mehanizmov odpornosti kot po Gramu pozitivne 
bakterije. Konjugati s siderofori bi s strategijo trojanskega konja lahko povečali privzem 
spojine v bakterijsko celico in s tem njeno koncentracijo na mestu delovanja. 
Uspeli smo pripraviti konjugata benzotiazolpirolamida z analognima sideroforoma (s 
piranovim in piridinovim obročem), tako da smo tvorili amid med karboksilno kislino na 
mestu 6 benzotiazolnega obroča in aminsko skupino siderofora. Nismo pa uspeli 
sintetizirati konjugatov, ki bi imeli siderofora na drugih mestih benzotiazolpirolne 
strukture.  
Končni spojini 21 in 22 imata precej nizko zaviralno aktivnost na rekombinanti DNA-
girazi, in sicer v mikromolarnem območju, želeli pa smo doseči nanomolarno območje. 
Vzrok je najverjetneje v tem, da siderofor s tarčo ne tvori tako močnih vezi kot karboksilna 
kislina predhodno sintetiziranih zaviralcev. Da je temu tako, potrjuje tudi primerjava IC50 
naših končnih spojin z IC50 enakih benzotiazolpirolamidnih spojin brez vezanega 
siderofora. Rezultati bioloških testiranj končnih spojin so pokazali tudi, da spojini nimata 
pomembnejšega zaviralnega učinka na bakterije. Zelo verjetno je to posledica nizke jakosti 
zaviranja encima. 
Boljše delovanje bi pričakovali pri spojinah, ki jih nismo uspeli sintetizirati. To so spojine 
cilja B in C, ki imajo siderofor vezan na drugih mestih benzotiazolpirolamidne strukture in 
imajo zato prosto karboksilno kislino, ki je odgovorna za interakcije s tarčo. Poleg tega bi 
lahko aromatski del siderofora s tarčo tvoril dodatne π-π interakcije, saj bi zavzel drugačen 
položaj v aktivnem mestu encima kot naši končni spojini. 
Izsledki magistrske naloge pomembno prispevajo k nadaljnjemu razvoju potencialnih 
protibakterijskih učinkovin z uporabo strategije trojanskega konja, s katero želimo povečati 
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